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RESUMEN

El estudio y uso de las células madre (SC, del inglés stemcells)
en la terapia de reemplazo celular, ha establecido un gran paso a
unanuevaeraenlamedicina. Sin embargo, lacienciaalin sshavisto
superada por diferentes &mbitos a la hora de decidir €l lugar y €l
momento en que estanuevaalternativa se hagarealidad.

Las SC son célulasinmaduras, autorrenovablesy capaces de
generar uno o mas tipos de células diferenciadas y se clasifican
de acuerdo con su potencial de diferenciacion en totipotencia-
les, pluripotenciales, multipotenciales y unipotenciales.

El trasplante de SC parece unaherramientaprometedoraparala
regeneracion detejidos enfermos, dafiados o defectuosos. Las célu-
las madre mesenquimal es (M SC) ya se han utilizado pararestaurar
células hematopoyéti cas desde hace més de 50 afios, pero los rapi-
dos adelantos en la investigacion han planteado la posibilidad de
usar otros tipos de células madre para el reemplazo celular y tisu-
lar, como las células madre embrionarias (ESC) pluripotentes en
diabetes mellitus (DM).

EnlosLaboratorios de I nvestigacién de la EscuelaMédico Mi-
litar (EMM), recientemente se iniciaron trabajos de Investigacion
Bésicaparalacaracterizacion y estandarizacion de cultivos celula-
resde ESC deratony su diferenciacion acélulas pancreéticastem-
pranas.

El objetivo de este articulo esdifundir las generalidades'y apli-
cacionesdelas SC, asi como las Investigacion Basicaque serealiza
en el Instituto Armado con estas células.

Palabras clave: Células madre, células madre embrionarias,
pluripotencialidad, cuerpos embrionarios, células pancreéticas di-
ferenciadas.

Basic research with pluripotent
stem cellsin the Military Medical School

SUMMARY

The study and use of stem cells (SC) in cell replacement thera-
py are setting a great transition for a new medicine era. However,
different fields have overtaken science at the time to decide where
and when this new alternative will come areality.

The SC areimmature cells, self-renewable and capableto gene-
rate one or more types of differentiated cell, according to their
differentiation capacity they classified in: totipotential, pluripo-
tential, multipotential and unipotential.

SC transplantation seems a promising tool for the regeneration
of diseased, damaged or defectivetissue.

Mesenchymal stem cells (MSC) have been used to restore he-
matopoietic cells for over 50 years, but the expedited advancesin
research, have raised the possibility to use another type of SC for
cell and tissue replacement, as embryonic SC (ESC) in diabetes
mellitus (DM).

In the Research Laboratory at EscuelaMédico Militar (EMM),
recently some basic research have been initiated for the characteri-
zation and standardization of mouse ESC cultures, and their diffe-
rentiation into early pancreatic cell.

The purpose of thisarticleistospread the generalities and appli-
cations of SC, and the basic research that is done in the Armed
Forces Ingtitute with this cells.

Key words: Stem cells, embrionary stem cells, pluripotenciali-
ty, embrionary bodies, differenced pancreatic cells.
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Generalidadessobrecélulasmadre

Las células madre (SCD, del inglés stemcells) son inma-
duras, autorrenovables y capaces de generar uno 0 mas ti-
pos de células diferenciadas. En condiciones adecuadas
pueden dividirse indefinidamente conservando siempre una
poblacién estable y, recibiendo estimulos especificos, se
pueden diferenciar haciadiversostipos de células especiali-
zadas de un organismo adulto.!

En 1912 |os experimentos de Carrel sobre cultivos de co-
razén de embrion de pollo, marcaron nuevasaternativashacia
lamedicinaregenerativa; sin embargo, fue hasta 1960 cuan-
do McCullochy Till estudiaron los efectos delas células de
lamédula Gsea en ratones radiados, surgiendo el término de
SC afinalesdel siglo XX por los histoembriologos Boveri y
Haecker, quienes describieron las caracteristicas heredita-
rias delas células germinales, su potencialidad y su autorre-
novacion.?

Anteriormente las SC se clasificaban de manera general
en adultas o sométicasy embrionarias.® Sin embargo, actual -
mente |aclasificacion mas utilizada eslaque se establece de
acuerdo con su descendenciay potencial de desarrollo, asi,
es posible reconocer cuatro tipos de SC:* totipotenciales,
como las primeras cuatro células resultantes de las primeras
segmentaciones del cigoto, las cuales pueden generar todas
la células de un organismo adulto, incluidas las células so-
méticas, germinales y extraembrionarias;® pluripotenciales,
representadas principal mente por las células madre embrio-
narias (ESC) que pueden generar todos los tipos celulares
del organismo, pero no pueden dar origen alascélulasdela
placentay se derivan delamasacelular interna(MCI) deun
embrion a estado de blastocisto, dependiendo de laespecie,
de cuatro a siete dias después de la fecundacién;® multipo-
tenciales, las cual es poseen una capacidad limitada para di-
ferenciarse, dando origen solo a las células de un érgano
concreto en e embrion y/o en el adulto, por eiemplo, las
células madre mesenquimal es (M SC) delamédulaésea;’ fi-
nalmente las células unipotenciales, con capacidad prolife-
rativalimitaday unatendenciaaoriginar célulasterminales.*

Enel 2006 enlaUniversidad de Kyoto, Japdn, €l Dr. Shin-
ya'Y amanakay cols. describieron unatécnicaparareprogra-
mar células sométicas o adultas al insertar genes de pluripo-
tencialidad, produciendo células madre pluripotencialesin-
ducidas (iCMP)® que se pueden considerar dentro de una
nuevaclasificacion.

Célulasmadreembrionarias

Recientemente se describieron técnicas que permiten la
extraccion deuna ESC sinladestruccion del embrion, similar
alatécnicautilizadaen lapreimplantacion parael diagndsti-
co genético.®

Este tipo de células han sido investigadas intensamente,
ya que poseen tres caracteristicas que las hacen Unicas en
relacién con otras SC especificas de érganos identificadas
hastalafecha:
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 Capacidad de autorrenovacion in vitro, es decir, pueden
mantenerse en cultivo luego de numerosos pases y du-
rante periodos prolongados como una poblacién homo-
génea de células indiferenciadas, conservando un cario-
tipo normal .*°

* Pluripotencialidad, pudiendo originar bajo estimul os ade-
cuados, casi todas las células de un individuo.*

* Inmunogenicidad bajaen comparacion con células madre
adultas al ogénicas, debido alabajaexpresion de molécu-
lasdel complejo principal de histocompatibilidad | (MHC-
1) y faltade expresion de moléculasdel complejo principal
dehistocompatibilidad [1(MHC-11).1*

Caracterizacion delascélulasmadreembrionarias

Aunque parece no haber duda de quelas ESC aisladas de
blastocitos tengan capacidad pluripotente, la cuestion im-
portante esta en saber si también las lineas celulares que
crecen permanentemente en cultivo retienen sus caracteris-
ticasiniciales. Lapresencia o ausencia de marcadores espe-
cificosindica si las ESC en cultivo permanecen o no en €l
estado indiferenciado.

Un gran nimero de marcadores de superficie estan sien-
do usados actualmente para caracterizar las ESC, incluyendo
varios glucolipidos y glucoproteinas que fueron identifica-
dos originalmente en células de carcinomaembrionario o en
embriones en estadio preimplantacional .2

Segun laIniciativa Internacional de CM, las ESC deben
poseer una expresion similar de marcadores, caracteristicos
de su capacidad de autorrenovacion y pluripotencia. Estos
marcadores de superficie deben expresar |os antigenos SSEA-
3, SSEA-4, TRA-1-60, TRA1-81, GCMT2y GCT343. Ademés,
deben expresar una serie de genes asociados a manteni-
miento de la pluripotencia: nanog, pou5fl (oct-3/4) y otros
14 genes cuya expresion esta asociada a nanog.*®

El microambientedelascélulasmadre

El microambiente delas CM también denominado «nicho,
eslasumadetodos|os factores celulares y moleculares que
regulan e interactlian con las mismas células.**

El nicho especifico de cadalingje definirade manerapre-
cisalaformadedivisién delaSCy €l destino delas células
hijas, esdecir, unadivisién simétrica o asimétrica, yaque el
nicho puede orientar ladivision de las células haciendo que
solo unade las células hijas herede moléculas de unién ala
membrana basal del nicho, permitiendo que una célula sea
liberadadel nichoy procedaadiferenciarse o, por el contra-
rio, si el nicho permite que las dos células hijas hereden las
mol éculas de adhesion, entonces la poblacion de células se
mantendré estable.”®

L as moléculas de adhesién mas ampliamente estudiadas
son las integrinas, mismas que mantienen alas SC en posi-
ciony la pérdida o alteracion de estas moléculas causa que
estas células se diferencien o inicien la apoptosis, ademas
que pueden activar receptores de factores de crecimiento.
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Las integrinas a'y & se encuentran sobre-expresadas en la
capabasal del nicho germinal delos mamiferos, lo cual per-
mite que las CM de |as espermatogonias se mantengan uni-
das al nicho.®®

Cultivodecéulasmadreembrionarias

Desde que se obtuvieron los primeros cultivos de ESC de
raton derivadas de blastocitos en 1981 por Evans 'y Kauf-
man, se sentaron las bases para el desarrollo de las metodo-
logias necesarias que conducirian mas tarde a obtener ESC
humanas, con propiedades y caracteristicas similares a las
estudiadas en €l raton,” siendo esta similitud y los asuntos
bi oéti cos relacionados, |as principal esjustificaciones por las
gue muchos de los trabajos de investigacion contintan uti-
lizando este model o.

En 1987 Smithy cols. cultivaron ESC de rat6n sobre mo-
nocapa de fibroblastos de raton de la linea celular STO (S,
ratones Sim; T, 6-resistente alatioguanina; O, resistenteala
ouabaina), empleando ademéas factor inhibidor de leucemia
(LIF) recombinante en combinacion con suero fetal bovino,
debido aque el FIL es una citocina secretada por los fibro-
blastos que ayuda a mantener la autorrenovacion y pluripo-
tenciadelas CME.*81°

Actualmente se considera indispensable e suplemento
de cualquier medio de cultivo para CME con factor de creci-
miento defibroblastos (bFGF), yaque se hademostrado que
este factor actla sobre células accesorias que necesitan las
CM paravivir, ademasdeevitar quelas CME sediferencien
en alguno delos 200 tipos de células especializadas del orga-
nismo, permitiendo al investigador conservar en el |aborato-
rio material biolégico en estado adecuado y el tiempo nece-
sario hasta destinarlo a futuras aplicaciones.?

Desde hace tres afos en los Laboratorios de Investiga-
cion delaEMM se han realizado trabajos de I nvestigacion
Bésicacaracterizando y estandarizando lastécnicas de culti-
vo de ESC deraton pluripotentes, primeramente con el obje-
tivo de expandir estas células sobre monocapas de fibro-
blastos como se observa en la figura 1y, posteriormente,
mantener en criopreservacion una reserva de ESC que se
puedan utilizar paradiferentes protocol os de diferenciacion.

Las ESC se propagan por disociacion enzimética de las
coloniasy unacélulaindividual generalaformacion de nue-
vas colonias, siendo ésta una de |as principal es caracteristi-
casdel cultivo de estas células, ademas de ser sensiblesalas
enzimas utilizadas paraladisociacion, incluidaslatripsina.®

Las ESC deratén cuando son inducidas a un programade
diferenciaciony en ausenciadefactoresanti diferenciacionin
vitro, forman agregados celulares tridimensionales llamados
cuerpos embrionarios (EB, del inglés embryonicbodies).?

Inicialmente los EB son paquetes celulares densos que
estan rodeados por una sola capa de células parecida a las
células endodérmicas, [legando a ser cavitado y formandose
posteriormente un EB cistico producto de una diferencia-
cién espontanea, considerado como CE maduro que contie-
ne diversos tipos celulares.?
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Figura 1. Cultivo de células madre embrionarias (ESC) de ratén for-
mando colonias sobre monocapa celular de fibroblastos embrionarios
de ratén (microscopia de campo claro 10X). Fuente: Directa.
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Figura 2. Cuerpo embrionario (EB) diferenciado a partir de células
madre embrionarias (ESC) de ratén, conformado con células pancrea-
ticas tempranas diferenciadas (microscopia de campo claro 10X).
Fuente: Directa.

En nuestros laboratorios, unavez que se expandieron las
ESC de ratén, se sometieron a un protocolo de diferencia-
cion hacia células pancreaticas tempranas productoras de
insulinay glucagdn, obteniendo EB conformados por estas
células diferenciadas a partir de las ESC de ratén como se
muestraen lafigura 2.

Relevanciadelascélulasmadreen lainvestigacion
Laaplicacion delas CME que harecibido mayor atencion

en los Ultimos afios es la terapia de reemplazo celular, que
permitiriael tratamiento de unaampliavariedad de enferme-
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dades debilitantes, tales como enfermedades cardiovascul a-
res, enfermedad de Parkinson, enfermedades de las células
sanguineasy diabetes mellitus (DM).?* Esta Ultimaes consi-
derada segiin la OM S una amenaza mundial y, en nuestro
pais se reporta una muy alta prevalenciay sin duda alguna
su control representa el mayor reto que enfrenta el Sistema
Nacional de Salud, yaque eslaprimeracausade muertey la
principal causade demandade atencion médicaen Consulta
Externa, situadadentro delas principal es causas de hospita-
lizacion y la enfermedad que consume el mayor porcentaje
del gasto de nuestras instituciones publicas.?

En este caso, |0 que se busca es reemplazar células dafia-
das por célulasfuncionales querestituyan lafuncion normal
delostejidos u érganos de forma més eficiente que a través
de terapias convencionales como son los trasplantes, las
terapias farmacol gicas y/o los tratamientos con proteinas
recombinantes.

Es por eso que las células productoras de insulina gene-
radas de SC pueden representar una nueva alternativa tera-
péuticay unafuente de reemplazo de célulasa. Lahabilidad
delas CM de varios origenes paraladiferenciacion en célu-
las productoras de insulina, ha traido nuevas esperanzas
terapéuticas.®®

Se han propuesto alternativas para la obtencién de célu-
las&parasustituir laescasez de estelingje celular apartir de
ESC o de SC detejido adulto como pancreas, higado, sistema
nervioso central, médula 6sea y adipocitos, asi como tam-
biéndeMSC.

Algunos trabajos de investigacion en los que se han uti-
lizado ESC deraton parasu diferenciacién acélulas pancrea
ticas, han mostrado la capacidad de revertir laDM inducida
en model osanimal es.®

En la Ultima década se ha visto un progreso muy marcado
basado en laterapia celular, tanto en laDM tipo 1 como en la
tipo 2. Se han desarrollado protocol os sobre ESC humanas que
pueden inducirse para diferenciarse en céulas afuncionales®

Unacélula afuncional hasido generadain vitro a partir
de SC, por lo que el futuro apuntaalarecreacion delaconfi-
guracién tridimensional apropiadalo cual favorecerael con-
tacto celular correctoy lasinteracciones delamatriz extrace-
Iular, asi como las vias de sefializacion activadas através de
numerosos tipos celulares, incluyendo endécrino, mesen-
quimatoso, neuronal y endotelio vascular, que se sabe for-
man parte estructural delosislotes.®

Consideracionesfinales

En nuestro pais no existen grupos de investigacion que
trabajen con ESC, ya sea para expansion o diferenciacion
hacialastreslineas germinal es como son ectodermo, mesoder-
mo y endodermo, por lo que en los L aboratorios de Investi-
gacion delaEMM seinicié unalineadeinvestigacion utili-
zando ESC deratén paradiferenciacion en unaprimeraetapa
alalinea germina endodérmicay, posteriormente, en una
segunda fase utilizando factores de diferenciacion y especi-
ficacion pancredtica, paradiferenciarlas a células pancredti-
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cas tempranas productoras de insulina y glucagon, basan-
dose en protocol os realizados en laboratorios internaciona-
|es_30-3l

Hasta el momento, los resultados obtenidos han sido la
caracterizacion génicamediante cuantificacion del mensaje-
ro con reaccion en cadena de la polimerasa con retrotrans-
cripcion en tiempo rea (RTg-PCR) de genes endodérmicos
(sox-17 y pdx-1) y pancreéticos (insulina-1 einsulina-2), la
caracterizacion morfol 0gica através de microscopiadirecta
y citometria de flujo de las ESC de raton y las células pan-
credticas diferenciadas, asi como ladeterminacion de expre-
sion delas proteinasinsulinay glucagén en los e conforma-
dos por células pancredticas tempranas, utilizando latécnica
de inmunodeteccion mediante microscopia fluorescente y
citometriadeflujo.

Asimismo, se han utilizado los cultivos de ESC de ratén
para su implante en un modelo murino con trauma ocular,
observando resultados significativos en la respuesta infla-
matoriay en larestauracion de laintegridad histol 6gica, de-
terminandose con la técnica de espectroscopia vibracional
laincorporacion de estas células a tejido ocular.

Actualmente se estaimplementando el uso de estas célu-
|as pancredti cas diferenciadas en un model o diabético muri-
no, asi como €l inicio de unalinea de investigacion de dife-
renciacion de ESC deraton amesodermo y posteriormente a
células renales, con lafinalidad de implantarlas igualmente
en un modelo murino con lesién renal para determinar su
capacidad de regeneracion.

Conclusiones

La continuidad de estos proyectos de Investigacion Ba-
sica, empleando ESC deraton y realizando diferentes proto-
colosdediferenciacién hacialastreslineasgerminalesy, su
posterior diferenciacion celular especifica, serviriade sopor-
te para el inicio de una Investigacion Aplicada en modelos
animales de diversos padecimientosy diferentes areas de la
medicina, como esladiferenciacion acélulasrenales, cardio-
miocitos, hepatocitos, neuronas, condrocitos, entre otros, 10
cual fortaleceriaen un futuro el arsenal terapéutico paraen-
fermedades con alto impacto social einstitucional.
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